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RESUMEN

En los ultimos afios, las enfermedades han representado el mayor problema que
enfrenta la camaronicultura, generando considerables pérdidas economicas. La
presencia de enfermedades ha propiciado la disminucion de inversiones en el sector
acuicola, asi como la pérdida de empleos. Una de las estrategias que pueden
minimizar el efecto de las enfermedades en las granjas de cultivo es la estimulacion
del sistema inmune del camardn. Diversos estudios, realizados en condiciones de
laboratorio, han demostrado que el uso de inmunoestimulantes mejoran
significativamente la sobrevivencia ante el ataque de virus y de bacterias patégenas.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto en la supervivencia y respuesta
inmune del producto FEEDAD, en un cultivo comercial de L. vannamei en presencia
de Vibrio parahemolyticus. Se utiliz6 el producto FEEDADD en tres dosis 1, 2 y 3 kg/ton
de alimento, asi como un control sin producto. Se realiz6 un cultivo en estanqueria
rustica por 160 dias, utilizando estanques de 1 ha, por triplicado para cada tratamiento,
al final se evalud peso final, FCA y supervivencia. Posteriormente se realizé un reto
bacteriano, infectando a los organismos alimentados bajo los tres tratamientos con V.
parahaemolyticus, evaluando supervivencia y conteo total de hemocitos. El uso del
aditivo FEEDADD no presento un efecto en el crecimiento, FCA ni sobrevivencia del
camaron cultivado en estanqueria rastica. El aditivo FEEDADD a una dosis de 1kg/ton
de alimento present6 un efecto positivo en la supervivencia en camarones infectados
con Vibrio parahaemolyticus, por lo cual se puede recomendar su uso para el control

de esta enfermedad bacteriana, bajo las condiciones de este trabajo.
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l. Introduccién

En el mundo, la acuacultura ha crecido notablemente en los ultimos afios, pasando de
menos de un millon de toneladas en la década de 1950, a 80 millones de toneladas en
2016 con un valor de 231,600 millones de ddlares. A pesar de que la produccién por
pesca de captura dejo de crecer en la década de 1980, el sector acuicola mundial ha
mantenido una tasa de crecimiento, registrando un incremento medio anual de 5.8%

de 2001 al 2016 (FAO, 2018).

De los 80 millones de toneladas de especies comestibles cultivadas que se produjeron
en 2016, los crustaceos representaron el 9.87 % (7.9 millones de toneladas) de la
produccion acuicola, en volumen, pero el 24.65 % (57,100 millones de délares) en
valor (FAO, 2018). Del total de crustaceos producidos por acuacultura en el mundo, el

camaron blanco represent6 el 53 % en 2016, con 4156 millones de toneladas.

En México, el camardn, por su volumen se encuentra posicionado en el lugar nimero
cuatro de la produccién pesquera; sin embargo, considerando su valor econémico, se
ubica en el primer lugar. La tasa media de crecimiento anual de la produccion en los
altimos 10 afios es de 0.15%. EI camardn ocupa el primer lugar en las exportaciones
de especies acuaticas. Los principales destinos de éste producto son Estados Unidos

de América, Japon y Espafia (CONAPESCA, 2013).

Del afio 2004 al 2009, la produccion de camardn de acuacultura en México, paso de
72,277 ton a 133,282, representando el 67.8 % del total de la produccion de camaréon
de pesca y acuacultura, alcanzando su maximo histérico en este afio, disminuyendo

hasta 60,292 toneladas entre 2010 y 2013 (CONAPESCA 2013), debido al impacto de



las enfermedades, entre los principales patdgenos destacan el virus de la mancha

blanca (2010-2012) y la bacteria Vibrio parahemolyticus (2013).

En los ultimos afios, las enfermedades han representado el mayor problema que
enfrenta la camaronicultura, generando considerables pérdidas econdémicas. La
presencia de enfermedades ha propiciado la disminucion de inversiones en el sector

acuicola, asi como la pérdida de empleos.

Una de las estrategias que pueden minimizar el efecto de las enfermedades en las
granjas de cultivo es la estimulacion del sistema inmune del camardn. Diversos
estudios, realizados en condiciones de laboratorio, han demostrado que el uso de
inmunoestimulantes mejoran significativamente la sobrevivencia ante el ataque de

virus y de bacterias patdégenas (Rodriguez et al, 2000).

A la fecha, en las granjas comerciales no se cuenta con un protocolo para el uso de
aditivos comerciales en base a la respuesta inmune de los organismos en cultivo, por
lo cual, el presente trabajo propone evaluar el uso de un producto comercial,
estableciendo la dosis ideal que permita el control de la mortalidad de L. vannamei en

presencia de V. parahaemolyticus

El aditvo FEEDAD es un producto comercial 100% natural coadyuvante en la
alimentacion de aves y cerdos. Es un producto elaborado con ingredientes
biotecnolégicos, bacterias, enzimas, minerales, productos botanicos, aceites

esenciales, vitaminas, y acidificantes.



[.1 Antecedentes.
I.1. Panorama de la produccion de camaron
[.1.1. Panorama de la produccién mundial de camardén.

En el mundo, la acuacultura ha crecido notablemente en los ultimos afios, pasando de
menos de un millon de toneladas en la década de 1950, a 80 millones de toneladas en
2016 con un valor de 231,600 millones de ddlares. A pesar de que la produccion por
pesca de captura dejo de crecer en la década de 1980, el sector acuicola mundial ha
mantenido una tasa de crecimiento, registrando un incremento medio anual de 5.8%

de 2001 al 2016 (FAO, 2018).

De los 80 millones de toneladas de especies comestibles cultivadas que se produjeron
en 2016, los crustaceos representaron el 9.87 % (7.9 millones de toneladas) de la
produccién acuicola, en volumen, pero el 24.65 % (57,100 millones de dolares) en

valor (FAO, 2018).
[.1.2 Panorama de la produccién de camarén en México

El camardn por su volumen se encuentra posicionado en el lugar 2 de la produccién
pesquera en México; con un volumen de produccion en 2017 de 227,929 toneladas de
las cuales 150,076 correspondieron solamente a la produccién por acuacultura y el

resto a pesquerias.

Los principales estados productores son Sonora y Sinaloa, aportando el 73.54 % del
total de la producciéon nacional (Tablal). Por su valor comercial, lo encontramos en el
primer lugar. La tasa media de crecimiento anual de la produccion en los ultimos 10

afnos es de 1.67%. En las exportaciones se encuentra en el lugar numero 1 de las



especies pesqueras, siendo Estados Unidos de América, Vietnam y Francia sus

principales destinos (CONAPESCA, 2017)

Tabla 1. Serie histérica de la produccién de camaron en México

TONELADAY
2008 - 2017

ENTIDAD 2008 2009 2010 211 2012 2043 214 M5 2016 2017
TOTAL 196,280 196,456 167,015 184,123 161,852 127,517 158,128 212,684 206,087 227929
SINALOA 60441 55838 59498 79020 63870 61002 67128 084454 8030 B4426
SONORA 06,557 101,045 58447 52424 47116 25639 38938 60595 67084 831%4
NAYARIT 9567 8645 9114 16255 1383 9085 9729 11,229 17661 20837
TAMAULIPAS 13497 11801 16,182 11618 12205 9192 11,305 13907 14185 13210
BAJACALIFORNIASUR 4264 4464 6150 6946 7652 5920 10405 13276 10816 9,081
CAMPECHE 3611 6121 8155 7995 7647 5130 6846 7182 4976 4871
COLIMA 853 1184 1327 1203 1946 1878 1892 3396 3532 374
VERACRUZ 2037 2086 2479 1829 2020 2038 2330 3630 3365 3268
CHIAPAS 1911 1842 1724 2460 1939 2758 419 1875 1405 1,066
*OTRAS 3451 3420 3938 4373 3627 4875 5537 4139 2782 3361

*BAJA CALIFORNIA, GUERRERD, KIDALGO, JALIZCO, MICHOACAN, DAXACA, GUERETARD, QUINTANA ROD, TABASCO Y YUCATAN.

Fuente: CONAPESCA, 2018

Segun informe del COSAES (2018), la produccion de camardn por acuacultura en
Sonora, alcanz6é un volumen de 65, 922 toneladas, con un incremento de 6 % con

respecto al afio 2017 (Figura 1).
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Figura 1. Produccion anual de camarén en Sonora.

El estado de sonora produjo la mayor cantidad de camardén en el pais en 2009, con
una produccion de 81,422 toneladas; sin embargo, en los afios posteriores, por efecto
de la enfermedad de las manchas blancas, los volimenes fueron a la baja con registros
en 2010, de 49,400 toneladas; en 2011, de 40,697, en 2012, de 35,305. En 2013, con
la presencia de Vibrio parahaemolyticus la produccion de camarén cayo hasta 14,075

toneladas (COSAES, 2013).

Desde 2013 al 2017 la actividad ha registrado una recuperacion sustancial, pasando
de 14,075 toneladas en 2013 a 65,922 toneladas, en 2017 (COSAES, 2018) en gran

parte, debido a la aplicacion de buenas practicas de manejo e incorporacion de nuevas



tecnologias, incluyendo la renovacién de los ndcleos genéticos, por lo cual es posible
proyectar a la camaronicultura como una actividad con un potencial de crecimiento
sostenido, sin embargo la posible aparicion de nuevas enfermedades es un riesgo

latente para la actividad, el cual es necesario considerar en este momento.
[.1.2. Enfermedades del camaron

El cultivo de camardn es particularmente vulnerable a las pandemias de origen diverso,
estas patologias pueden ser ocasionadas por agentes infecciosos como bacterias,
protozoos, virus y hongos. La camaronicultura a nivel mundial, desde sus inicios en

1970, ha sido afectada por la aparicion frecuente de estos patdbgenos

La aparicion de enfermedades en la camaronicultura se ha generado en gran medida,
debido a que ésta se ha convertido en una actividad industrial a gran escala. (Naylor y
Burke 2005). En algunos casos estas enfermedades han terminado practicamente con
la actividad, como lo sucedido en Taiwan y en menor medida en Ecuador con el cultivo

del camaron (Lightner 1996, Rodriguez et al. 2003, Sanchez-Martinez et al. 2007).

En la actualidad existen 9 enfermedades de crustaceos que han sido declaradas de
notificacién obligatoria por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE), donde
se incluyen las 8 publicadas en el Cbédigo Acuatico y la nueva Enfermedad de la
Necrosis Aguda del Hepatopancreas (AHPND por sus siglas en inglés) que fue

recientemente incorporada

Lightner (2011) sostiene que del total de enfermedades que afectan la produccién de
camarén a nivel mundial, las mas destacadas son IHHNV (virus de la necrosis

hipodérmica y hematopoyética infecciosa), TSV (virus del sindrome de Taura), WSSV



(virus de la mancha blanca), YHV (virus de la cabeza amarilla), e IMNV (virus de la

myonecrosis infecciosa).

El sindrome de Taura (TSV). Este virus fue el causante de 60 % de pérdidas en la
produccién de camaron en 1992 en granjas ubicadas cerca del Rio Taura en el Golfo
de Guayaquil, Ecuador (Pinheiro et al. 2007). Inicialmente estuvo presente con
infecciones severas; posteriormente la severidad disminuyd, pero a partir de 2003 y
2004 se presentaron de nuevo mortalidades considerables en algunas granjas debido

a este patogeno.

La infeccidn hematopoyética necrotizante (IHHNV). Fue el primer virus detectado en
1990 en México en el cultivo de camardn azul, L. stylirostris (Lightner 1996, Jiménez
et al. 1999), causando mortalidades masivas y llevando a los acuicultores a cambiar la
especie por L. vannamei, una especie mas resistente al virus. Actualmente este virus

se sigue detectando en algunas granjas, aunque su patogenicidad ha disminuido.

El sindrome de la mancha blanca o white spot syndrome virus (WSSV), clasificado
dentro de la familia de virus Nimaviridae (género Whispovirus). Fue detectado en
América en 1999. Este virus ha sido considerado el patégeno niumero uno debido a la
severidad de la infeccion, que provoca mortalidades masivas en los primeros dias de
cultivo (dentro de 7-10 dias), principalmente cuando hay un cambio subito en los
parametros ambientales (Sanchez-Martinez et al. 2007). En México los mayores

impactos de este virus se han presentado en Sinaloa y sur de Sonora.

Virus de la cabeza amarilla (YHV), Yellow head virus, por sus siglas en ingles.

Inicialmente algunos investigadores tailandeses reportaron que YHV era un



baculovirus citoplasmico Tipo B (virus de la granulosis) o un virus similar a un
baculovirus y le asignaron el nombre de baculovirus de la cabeza amarilla o YHB. Sin
embargo, al llevar a cabo una caracterizacion detallada se encontré que se trataba de
un virus completamente nuevo, para el cual hubo necesidad de crear una nueva

familia, conocida con el nombre de familia Roniviridae.

Bacterias del género Vibrio. Causan aproximadamente 10 % de las pérdidas en
granjas de camardn. Las malas practica de manejo en los estanques es la principal

causa de su presencia (Aguirre-Guzman et al. 2003).

Las infecciones causadas por bacterias del género Vibrio se consideran un problema
importante en el cultivo de camarones, teniendo como sintomas: anorexia, inactividad,
baja tasa de crecimiento, necrosis muscular y, por consiguiente, mortalidad (Chiu et

al., 2007).

Las bacterias intracelulares tipo NHP, clasificadas como una a-protobacteria, ha
causado mortalidades de hasta 95 %, ocasionando pérdidas econémicas a la industria
camaronicolas en algunas granjas de los paises de Norte y Sudamérica (Vincent y

Lotz, 2007).

En 2012 y particularmente en 2013, los volimenes de produccién de cultivo de
camaron disminuyeron como resultado de la aparicion de diferentes enfermedades,
como el sindrome de mortalidad temprana (EMS) causada por una cepa de Vibrio

parahaemolyticus, en algunos paises de Asia y América Latina (Tran et al., 2013).



Las bacterias tipo vibrio son microorganismos comunes en todo el mundo, son de
habitats marinos, salobres y estuarinos y se desarrollan mejor en medios alcalinos con

pH 7.6-9.0.

[.1.3. Sistema inmune del camardn

La defensa en crustaceos esta basada en los hemocitos los cuales cumplen varias
funciones, tal como: coagulacién; fagocitosis; encapsulacion y cicatrizacion de heridas
(Johansson y Soderhall, 1989, Hose y Martin, 1989, Bell y Smith, 1993, Bachére et al.,

1995).

El exosqueleto de los crustaceos es la primera barrera de defensa, biol6gicamente
activa, con actividad antimicrobiana y actividad fenoloxidasa (Destoumieux et al.,

2000).

La segunda barrera de defensa que los crustaceos poseen, es un mecanismo innato
apoyado por compuestos celulares humorales provenientes del sistema circulatorio,
que es sintetizado en los hemocitos, donde se diferencian tres tipos de células
(hemocitos hialinos, semigranulosos y granulosos), encargadas de la tarea de eliminar
esos agentes extrafios por medio de la fagocitosis, encapsulacién, nodulaciéon o

melanizaciéon (Rendén y Balcazar, 2003).

|.1.4. Estrés oxidativo

Los radicales libres, los cuales estan relacionados con el estrés oxidativo y se le
considera otra linea de defensa contra patégenos, son atomos, moléculas o iones con
un solo electrén en su udltima érbita, los cuales son muy activos con otras moléculas

en las reacciones quimicas; en los sistemas biolégicos los radicales libres son por lo



general derivados de moléculas de oxigeno, nitrégeno y azufre. Estos radicales libres
son partes de grupos de moléculas llamadas especies de oxigeno reactivo (ROS por
sus siglas en inglés), especies de nitrogeno reactivo (ENR) y especies de azufre
reactivo (EAR) (LU et al., 2010).

El término ROS engloba a moléculas que contienen oxigeno con distinta reactividad
quimica, estas especies no solo incluyen al superoxido (O2) sino radicales hidroxilo,
alcoxilo, peroxilo, 6xido nitrico (‘NO) y diéxido de nitrdgeno ademas de especies
reactivas no radicales como el peréxido de hidrégeno, hipoclorito, peroxinitrito, singlete
de oxigeno, peréxidos de lipidos entre otros, el descubrimiento de las enzimas,
superoxido dismutasa (SOD), catalasa, peroxirredoxina, sulfiredoxinas y glutation
peroxidasas implicadas en la formacion de al menos algunas formas de especies de
oxigeno reactivo, pueden afectar si no son controladas (Schimdt et al., 2015).

En estado normal del organismo existe un equilibrio entre la formacion de especies de
oxigeno reactivo (radicales libres) y los mecanismos de defensa de los antioxidantes
enddgenos, sin embargo, si este equilibrio es perturbado puede conducir al estrés
oxidativo y al dafio asociado (Aruselvan et al., 2016). Posteriormente en el caso de
cantidades excesivas los ROS pueden ocasionar efectos deletéreos (Gammone et al.,

2015).

Los radicales libres atacan a todas las clases de biomoléculas principalmente a los
acidos grasos poliinsaturados (AGPI) de las membranas celulares, el dafio oxidativo

de los acidos grasos es conocido como peroxidacion lipidica (Nimse, 2015).

Cuando la capacidad del sistema antioxidante disminuye el nivel de ROS inactivado

aumenta, en Ultima instancia, se establece un nivel peligroso de estado redox y



aparecen las indeseables influencias de agentes oxidativos, lo que afecta a varios
aminoacidos como tirosina, triptéfano, histidina y especificamente cisteina,
consecuentemente las proteinas ricas en dichos aminoacidos son los objetivos
directos de los ROS y esta modificacion mediada por los ROS puede alterar tanto la
estructura y funcién de las proteinas ademas la generacion de ROS conduce a una
alteraciéon de la permeabilidad mitocondrial y potencial de transicion (Cichoz-Lach y

Michalak, 2014).

Al activarse el estrés oxidativo hay un aumento de la enzima superoxido dismutasa
(SOD) atacando las células, la cual convierte el radical anién superédxido en peréxido
de hidrégeno y oxigeno. Hay tres tipos principales de SOD en las células eucariotas,
pero la que contiene el camarén blanco (Litopenaeus vannamei) es CuZnSOD (que
contiene cobre y zinc) (Tian et al., 2011). Parte de la cascada de reacciones que
genera el estrés oxidativo, con el fin de controlar los radicales libres, la catalasa es una
enzima que transforma el H202 en agua y oxigeno. Esta enzima se localiza
principalmente en los peroxisomas, pero también se ha detectado en el citoplasma y

en la mitocondria (Tian et al., 2011).

Las actividades de las enzimas SOD y catalasa protegen no soélo de forma directa
eliminando aniones supéroxido y peréxido de hidrégeno, respectivamente, sino que
también impiden la formacion del radical hidroxilo OH-, la especie reactiva derivada

del oxigeno con mayor poder oxidante (Aguirre-Guzman et al., 2009).



I.1.5. Inmunoestimulantes en el cultivo de camardn.

Los antibiéticos se han utilizado cominmente como tratamiento contra las vibriosis.
Aunque algunos de estos productos pueden disminuir la incidencia de mortalidad, el
mal uso en la acuicultura ha llevado a la aparicién de bacterias resistentes (Defoirdt et

al., 2011).

Por lo tanto, medidas para proteger los cultivos sin uso de antibioticos estan siendo
probados y adoptados por productores del mundo entero como el uso de aditivos
alimentarios, que ademas de efecto en la salud, actian en la nutricion, auxiliando en

la mejora del desempefio de los camarones (Vieira et al., 2017).

Las vitaminas son un complejo grupo de sustancias organicas requeridas por los
camarones en pequefias cantidades en su alimentacion diaria, las cuales son
esenciales para el mantenimiento, crecimiento, reproduccién y mecanismos de

defensa de los camarones y peces (Arango, 1996).

Una de las vitaminas que mayor atencion ha recibido en nutricion acuicola ha sido la
vitamina C. Tanto peces como camarones son especies vitamina C dependientes, esto
quiere decir, que no tienen la capacidad para sintetizar las cantidades diarias
requeridas para el crecimiento normal y reproduccion. La vitamina C es necesaria para
el mantenimiento de la integridad de los tejidos conectivos y actia como un fuerte

agente reductor dentro del organismo (Arango, 1996).

En siguiente tabla se puede observar los niveles requeridos y recomendados para

camarones (Conklin, 1997; Lawrence et al.1995).

Tabla 2. Niveles de vitaminas recomendados para camaron.



Niveles de vitaminas recomendados
(Ul o g/tonelada de alimento)
CONKLIN R.E. LAWRENCE L.A.ET AL

Vitamina 1997 1995

Vitamina A Ul 5,000,000 6,000,000
Vitamina D g 0.1 4,000,000
Vitamina E g 100 300
Vitamina K g 5

Vitamina B1 g 60 50
Vitamina B2 g 25 40
Vitamina B6 g 50 60
Niacina g 40 200
Acido pantoténico g 75 75
Biotina g 1 1
Acido félico g 10 10
Vitamina B12 g 0.2 0.1
Colina g 600 400
Inositol g 400 300
Vitamina C g 200 750075

En 1996, Arango y colaboradores, demostraron que hay una mejora significativa en
peso final (P<0.10), crecimiento semanal (P< 0.10), conversion alimenticia (P< 0.005)
y total de libras cosechadas (P< 0.005) en camarones L. vannamei, alimentados
durante todo el ciclo de produccion con altos niveles de vitaminas comparado a niveles

bajos de inclusion de vitaminas (Arango, 1999).

Existen muchas referencias del uso de acidificantes, ya sea solo o en combinacion, sin
embargo, con la experiencia se ha demostrado que son mas efectivos en combinacion,
debido a que existe una amplia gama de patdgenos que responden de manera distinta

a estos compuestos (Rivera y Rodriguez, 2015)

Kuhlmann (2014), encontré que la incorporacion de 0.3 y 0.5 % de diformiato de

potasio en dietas para camarén blanco desafiado con Vibrio harveyi (5 x 106 UFC mlI-



1) aumenté la supervivencia en un 40 % comparado con el control negativo. El
diformiato de potasio es una sal doble de &cido férmico, el formiato unido al potasio es
el 70 % de la molécula de diformiato de potasio, es una forma no corrosiva del acido

férmico.

Rivera y Rodriguez (2015), demostraron que el uso de acidos organicos en el alimento
balanceado, mejoraron significativamente los indicadores de sobrevivencia,
rendimiento por hectarea y adicionalmente registraron una disminucién en el factor de
conversion en dos ensayos realizados en campo, en unas pruebas realizadas en una

camaronera de Ecuador.

En las pruebas realizadas se observd que las concentraciones minimas inhibitorias
(MIC) obtenidos con una mezcla de acidos organicos, frente a cepas aisladas en
laboratorio fueron de 150 ppm para V. parahemolyticus, 200 ppm para V. vulnificus y

V. harveyi.

.2 Justificacion

En las dltimas décadas las enfermedades han sido uno de los principales retos de la
industria camaronera, tanto a nivel mundial como regional, ocasionando pérdidas
millonarias y un gran nimero de empleos. Recientemente en México y en particular la
zona noroeste, la presencia de enfermedades ha sido objeto de intenso estudio, pero

aun no se tienen soluciones que resuelvan el problema en las granjas comerciales.

Derivado de esta problematica, la industria ha recurrido a una gran variedad de

productos terapéuticos, tanto comerciales como de tipo artesanal, con el objetivo de



minimizar el impacto de los patdégenos. El uso de diversos insumos representa
inversiones adicionales, que en la mayoria de los casos se traduce en un aumento en

los costos de produccién, sin obtener una respuesta positiva en los cultivos.

El presente estudio tiene el proposito de evaluar, el producto comercial FEEDAD en
un cultivo comercial, con el objetivo evaluar su eficacia en el combate a las
enfermedades bacterianas presentes en los cultivos de la region. Los resultados
brindarén a los productores informacion relacionada con el uso y en su caso las dosis

adecuadas del producto mencionado.

[.3 Planteamiento del problema

Los organismos en cultivo, constantemente estan expuestos a condiciones de estrés,
ya sea por la alteracion de factores ambientales, como la temperatura, salinidad,
oxigeno, pH o por una deficiente alimentacion. El estrés generado por las condiciones
ambientales adversas, provocan que los organismos canalicen energia para minimizar
los efectos negativos, este fendmeno disminuye el crecimiento y en casos extremos

se registra la aparicion de enfermedades.

El sistema inmunoldgico del camardén, es afectado por condiciones ambientales
adversas, limitando su eficiencia contra el ataque de patégenos. El estrés en los
camarones se presenta inicialmente a niveles bioquimicos y moleculares, induciendo
una serie de respuestas funcionales y estructurales en la regulacion hormonal,
metabolismo, osmoregulacién y regulacion inmunoldgica, afectando la capacidad de

sobrevivencia, crecimiento y reproduccién. Aun cuando los organismos acuaticos se



observen aparentemente sanos durante o inmediatamente después de un periodo de
estrés, la enfermedad se puede manifestar después en la poblacion, e incluso con
mortalidades cronicas. Muchos de los organismos de una poblacion pueden ser
portadores asintomaticos de un patégeno y en condiciones normales estan protegidos
por los mecanismos de defensa. Cuando el sistema de defensa es debilitado o
suprimido debido al estrés, el patdbgeno puede multiplicarse, rebasar los mecanismos

de defensa y en ocasiones matar al hospedero (Gémez-Gil et al., 2001).

En estas condiciones de estrés los requerimientos nutricionales del camardn
aumentan, debido a la demanda de energia que requiere el organismo para llevar a

cabo los procesos fisioldgicos necesarios para enfrentar estas condiciones adversas.

Tomando en cuenta que uno de los principales retos a los que se enfrenta la
camaronicultura es la presencia de las enfermedades virales y bacterianas, es de
suma importancia el estudio del sistema inmune del camardon (Arala-Chavez y

Siqueiros, 2000)

Uno de los problemas con los que se ha enfrentado la industria ha sido la falta de
criterios para la evaluacién de la condicion nutricional y de salud de los animales en
cultivo. Actualmente muchas de las decisiones que implican el uso de aditivos
alimenticios se han basado en observaciones relacionadas con el consumo de
alimento, algunas alteraciones en sus caracteristicas morfoloégicas o los analisis

bacteriologicos realizados en las granjas. Desafortunadamente con ninguno de estos



métodos es posible establecer con rapidez el estado nutricional y de salud de los

animales lo que puede generar la toma de decisiones equivocadas (Rosas et al, 2002).

En este contexto, el uso de aditivos en las dietas comerciales se ha vuelto una practica
comun entre los productores de camarén que tiene el objetivo de fortalecer el sistema

inmune de los camarones.

Esta practica se ha adoptado como una herramienta en sus procesos, sin embargo,
no existe evidencia documentada a nivel de cultivo, del efecto que tiene esta practica
sobre la estimulacion de la respuesta inmune del camarén; aunque Bricknell y Dalmo
(2005) indican que el uso de aditivos como suplementos dietéticos, puede mejorar la
defensa innata de los organismos y ofrecer resistencia a agentes patégenos en los

periodos de alto estrés.

Por lo tanto, se plantea la siguiente pregunta de investigacion ¢ La adicién del producto
FEEDAD en las dietas comerciales, estimulan el sistema inmune de los camarones en
cultivo, causando efecto positivo en la sobrevivencia en presencia del patégeno Vibrio

parahemolyticus?



l.4. Hipotesis

El producto comercial FEEDAD adicionado en el alimento comercial incrementa la
capacidad de L. vannamei de sobrevivir en presencia del patéogeno V.
parahemolyticus, ya que mejora su respuesta inmune y la actividad de las enzimas

antioxidantes.



I.5. Objetivos
General

Evaluar el efecto en la supervivencia y respuesta inmune del producto FEEDAD, en un

cultivo comercial de L. vannamei en presencia de Vibrio parahemolyticus.
Especificos

1. Medir los pardmetros fisicoquimicos mas importantes (oxigeno, temperatura,
salinidad y pH), en un cultivo comercial de L. vannamei para determinar si
existen diferencias significativas entre los estanques en tratamientos y
estanques control.

2. Evaluar el efecto de FEEDAD en la supervivencia, crecimiento y factor de
conversion alimenticia en L. vannamei en un cultivo comercial.

3. Evaluar el efecto de FEEDAD en la supervivencia, respuesta inmune y actividad
enzimatica antioxidante de L. vannamei en presencia de V. parahemolyticus en

condiciones controladas.



II. Metodologia
[I.1. Ubicacién

La parte experimental de la aplicacion del producto FEEDAD en campo, se realizo en
la unidad de produccion, ubicada en la zona sur del estado de Sonora, en la JLSA

Aquiropo, en el municipio de Huatabampo (Figura 3).

Figura

3. Ubicacion de la unidad de produccién donde se realizo el cultivo de prueba

Para realizar el bioensayo, que consistié en exponer a los organismos a una infeccion
con Vibrio parahemolyticus, se instal6 un médulo experimental en el laboratorio de la

UES Navojoa.



II.2. Disefio experimental

Para la prueba de aplicacion del producto FEEDAD, se utilizé un disefio
completamente al azar, evaluando cuatro dosis del producto (0, 1, 2 y 3 g FEEDAD/
kg de alimento), se utilizaron estanques tradicionales (rustico con fondos de tierra),
para lo cual se seleccionaron 12 estanques de 1 hectarea de superficie, con
caracteristicas similares en cuanto a tamafio, profundidad, tanto en los estanques con

tratamiento como los controles. Las pruebas se hicieron por triplicado (Figura 4).

UBICACION DE LOS ESTANQUES
BLOGUES A B.CYD

Leyenda

) ESTANDUES 1,2Y3
@ ESTANOUES 10, 11Y 12
& ESTANOUES £, 5Y8

Google Earth & ESTANOUES 7,8 Y9
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Trat. B 2.0 gr/kg

T
{ {

Control 0 gr/kg

Figura 4. Estanques de prueba, Estanques 1, 2,3 (Control), 4, 5,6 Tratamiento 1 (1 g
FEEDAD/Kg de alimento), 7, 8,9 Tratamiento 2 (2 g FEEDAD/Kg de alimento), 10,

11,12 Tratamiento 3 (3 g FEEDAD/Kg de alimento).



Para la prueba en laboratorio se utilizé un disefio completamente al azar, se utilizaron

acuarios de 60 litros, tres acuarios por tratamiento (Figura 5).

Figura 5. Sistema de cultivo a escala laboratorio utilizado para el reto bacteriano.

[1.3. Evaluacién del producto FEEDAD en un cultivo comercial

[1.3.1 Preparacion y siembra de los organismos

Los estanques seleccionados para la siembra de los organismos se prepararon de
acuerdo al protocolo sanitario establecido en el boletin oficial del estado de Sonora

para las acciones pre operativas (Secado, rastreo y llenado).

Para la siembra se utilizaron postlarvas de camaron blanco (Litopenaeus vannamei),
con un peso promedio de 5 miligramos, provenientes de un laboratorio de produccion
certificado, previamente analizadas para asegurar que estuvieran libres de patdégenos.
Los estanques fueron sembrados a una densidad de 220,000 organismos por

hectarea.



11.3.2. Inclusién del aditivo

Se utilizaron cuatro dosis del producto FEEDAD incluido en el alimento comercial: O,
1, 2y 3 g/kg de alimento. El aditivo fue adicionado diariamente al alimento comercial

manualmente en la granja, mediante el uso de una mezcladora y re envasado para su

posterior aplicacion (Figura 6).

Figura 6. Incorporacion del aditivo en la granja mediante el uso de una mezcladora.

11.3.3. Alimentacion

Los organismos fueron alimentados desde el primer dia de sembrado, hasta los 105
dias de cultivo, iniciando con alimento granulado hasta los 3 gramos de peso promedio
y se cambid a pellet 3/32 manteniéndose asi durante todo el cultivo. La dosificacion
fue de acuerdo a una tabla de alimentacion, y se ajustd a partir de los 300 kg/ha de
biomasa, mediante el uso de charolas para el monitoreo de consumo. El alimento total
diario se aplicé en tres raciones a razén del 20, 30 y 50 %, a las 06:00, 12:00 y 18:00

horas.



[1.3. Monitoreo de parametros fisico quimicos

Desde el primer dia de llenado se midieron diariamente los principales parametros
fisicoquimicos como el oxigeno, temperatura, salinidad y pH. El oxigeno y la
temperatura se midieron, mediante un oximetro portatil, dos veces al dia, a las 06:00
y 18:00 horas. La salinidad una vez al dia, con un refractémetro, El pH se midié una

vez al dia, mediante un dispositivo portatil.
[1.3.2. Monitoreo de parametros productivos

Para determinar los parametros productivos se realizaron muestreos semanales de
crecimiento, complementados con muestreos ocasionales para estimar la poblacion

total de organismos.
[1.3.3. Monitoreo de salud

Se realizaron monitoreos periodicos de la salud de los organismos, mediante revision
visual de sus caracteristicas externas y signos clinicos, ademas se tomaron
organismos de manera aleatoria para transportarlos vivos al laboratorio de analisis en
fresco y analisis de bacteriologia por TCBS y chromoagar para determinar y cuantificar

la presencia de bacterias del genero Vibrio sp, en hepatopancreas.

Las muestras de organismos vivos fueron trasladados al Laboratorio de sanidad
Acuicola del Instituto Tecnolégico de Sonora para los analisis correspondientes

determinar la presencia de Vibrio parahemolyticus.



II.4. Reto bacteriano de L. vannamei infectado con V. parahemolyticus en

condiciones controladas.

[1.4.1. Transporte de los organismos

Después de 15 semanas de cultivo, donde se aplico el alimento adicionado con
FEEDAD en la granja comercial, los organismos fueron trasladados al laboratorio de
bioensayos de la UES Unidad Académica Navojoa, para evaluar el efecto en presencia

de V. parahemolyticus.

Se seleccionaron 15 organismos al azar de cada uno de los estanques y fueron

colocados en un recipiente de 20 litros y aclimatados a 18 grados para su transporte a

la unidad experimental en la UES (Figura 7).

Figura 7. Seleccion y transporte de organismos.

11.4.2 Reto Bacteriano

[1.4.2.1. Recepcion de los organismos

Para realizar el bioensayo del reto bacteriano se usaron 12 recipientes de plastico de
forma rectangular de 60 litros de capacidad. Se utilizaron 8 organismos con un peso
promedio de 13 gramos, de cada tratamiento, incluyendo el control, cada uno por

triplicado. Los tratamientos fueron distribuidos al azar.



[1.4.2.2. Cepa bacteriana

La cepa de V. parahemolyticus fue obtenida del laboratorio de acuacultura del Instituto
Tecnoldgico de Sonora, en Ciudad Obregén, la cual fue activada en el laboratorio de

investigacion de la UES.
[1.4.2.3. Inoculacion de V. parahemolyticus

Se inyectaron los organismos testigo (3 acuarios) con solucion salina (2.5%) y el resto
de los organismos provenientes de los tratamientos 1, 2 y 3 se inocularon por inyeccion
a una dosis de 1 x 103 UFC/ g organismo, dejando sin inocular los organismos

provenientes de los estanques control (Figura 8).

Figura 8. Proceso de infeccion con el in6culo bacteriano.

[1.4.2.5. Registro de mortalidad

Los organismos se mantuvieron en observacién durante 30 horas y se registré la
mortalidad a las 3, 12, 24 y 30 horas, para evaluar la mortalidad acumulada por efecto

de los tratamientos (Figura 9).



Figura 9. Seguimiento a la mortalidad acumulada en cada tratamiento

[1.4.2.6. Evaluacion de la respuesta inmune

11.4.2.6.1. Conteo total de hemocitos

Se tomaron muestras de hemolinfa para las determinaciones del conteo total de

hemocitos (Campa-Coérdova et al., 2002).

La hemolinfa de los camarones fue obtenida por medio de la puncion del primer
segmento abdominal con la ayuda de una jeringa con anticoagulante (450 mM NacCl,
10 mM KCI, 10 mM EDTA-Na2, 10 mM HEPES, pH 7.3, 850 mOsm/kg)(Campa-

Cérdova et al., 2002).

De cada acuario se tomaron tres organismos, a cada uno se les extrajo de 100 a 300
pI de hemolinfa, como se describié anteriormente, donde la jeringa contenia 300 pl de
la solucion anticoagulante. El contenido de la jeringa (anticoagulante y hemolinfa) se
colocé en tubos Eppendorf™ de 2.0 ml. Estas muestras ya etiquetadas se colocaron
inmediatamente en hielo para mantenerlas a 4 °C para su inmediato analisis. Para

realizar el conteo de hemocitos se utilizd6 un hematocitometro 0.1 mm de profundidad



y con la ayuda de un microscopio compuesto se calculé la densidad, expresando los

resultados en cel-ml* (Figura 10).

Figura 10. Proceso de conteo de hemocitos mediante el uso de hematocitbmetro y

microscopio compuesto
[1.5. Andlisis estadistico

Los datos de mortalidad, conteo de hemocitos y actividad enzimatica fueron analizados
realizando un analisis de varianza de una via, y una posterior prueba de comparacion
de medias de Tukey, en caso de encontrar diferencias significativas. Para el
procesamiento de los datos se utilizo el software Statistica 5.1 para Windows, Statsoft

Inc.



[ll. Resultados y Discusion

1.1 Indicadores productivos
En la tabla 3, se presentan los parametros fisicoquimicos del agua de cultivo en
estanqueria rustica, los resultados presentados son promedios de las mediciones

realizadas durante la mafiana y tarde de los 160 dias de cultivo.

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos del agua en los estanques de cultivo de L.

vannamei alimentados con diferentes dosis de FEDADD.

Tratamiento Temperatura Oxigeno Salinidad pH

(9/kg) (©) (mg/lL)  (9/L)

Control 30.4+0.2 5.0£0.22 40.0+1.0 8.6+0.1

1 30.2+0.2 5.4+0.22 38.3x0.6 8.7+0.1

2 30.4+0.3 4.7+0.3> 39.3+0.6 8.6+0.0

3 30.4+0.3 4.9+0.2° 40.0+0.0 8.6+0.1
Temperatura

La temperatura determina la solubilidad de los gases en el agua, la velocidad de
reaccion quimica y la toxicidad del amonio. El rango ideal de temperatura, para el

crecimiento de L. vannamei se considera de 25 a 32 °C (Chien, 1992; Boyd, 1989).

La temperatura promedio durante el periodo del cultivo en esta investigacion no

presentd diferencias significativas entre cada uno de los tratamientos ni el control,



manteniéndose entre 30.2 y 30.4 °C, valor promedio dentro del rango recomendado

para esta especie.

Oxigeno

La concentracibn minima de oxigeno para mantener una tasa aceptable de
sobrevivencia varia con el tiempo de exposicion (Paez, 2001; Boyd, 1992). En
concentraciones bajas de oxigeno disuelto, los camarones son mas susceptibles a
enfermedades. Cuando el porcentaje de saturacion permanece por debajo de 5 mg/L
los camarones presentan bajas tasas de alimentacion y crecimiento. Los valores
minimos recomendados por expertos oscilan de entre 4 y 5 mg/L (Martinez, 1994;

Chien, 1992).

Los valores del oxigeno en mg/L registrados en cada uno de los tratamientos (Tabla
3), presentaron diferencias significativas, pero en todos los casos dentro del rango
recomendado por Brock y Main (1994). El control y el tratamiento 1 presentaron una
concentracion de oxigeno disuelto significativamente mas alta que el resto de los

tratamientos.

Salinidad

En las respuestas fisioldgicas de los peneidos eurihalinos, los factores ambientales
considerados con mayor influencia son la temperatura y la salinidad, porque les

provocan efectos biologicos de gran complejidad (Wyban et al., 1995).

Resultados de diferentes investigaciones muestran que la supervivencia y la tasa de

crecimiento de este organismo dependen de la temperatura (Wyban et al., 1995), la



salinidad (Bray et al., 1994) y de la interaccion temperatura-salinidad (Ponce Palafox
et al., 1997; Diaz et al., 2001; Zhang et al., 2006).

Los valores registrados de salinidad en el presente estudio, fueron estadisticamente
iguales, aunque ligeramente por encima del rango optimo, seguin Brock y Main (1994),
gue sugiere un rango de tolerancia de 15 a 35 g/L.

Aunque en la practica se ha podido observar que el camaron puede tolerar salinidades
desde 2 hasta 50 g/L, en condiciones de cultivo, sin embargo, el mejor desempefio en
crecimiento, sobrevivencia y FCA se obtiene bajo condiciones cercanas a su punto
isosmatico.

Esta especie es conocida por habitar en un amplio intervalo de salinidades desde 1-2
g/l hasta 40 g/L (Menz y Blake, 1980). L. vannamei exhibe un patron de regulacion
hiperosmotico en bajas salinidades y un patrén de regulacion isosmotico en altas, con
un punto isosmotico entre 25-26 g/L (Castille y Lawrence, 1981; Diaz et al., 2001,

En la practica se ha visto que un manejo inadecuado del recambio diario en las
unidades de produccién, puede generar un deterioro en la calidad de agua en cultivos
semiintensivos, llegando a ocasionar caidas de oxigeno hasta presentar valores
cercanos a 1 mg/l durante la noche ademas de un aumento en la salinidad debido a
las altas temperaturas que se presentan en verano. La exposicion prolongada a niveles
inferiores de oxigeno ocasionan un estrés en los organismos, haciéndolos mas
susceptibles a las enfermedades o provocarles la muerte por anoxia, afectando las
tasas de consumo de alimento, crecimiento semanal y sobrevivencia final. Por otro
lado, la salinidad alta expone a los organismos en cautiverio a condiciones estresantes,

causadas por la inversidon energética para compensar la diferencia osmotica del medio



y su interior, lo que puede repercutir en un decremento en su tasa de crecimiento y

una menor sobrevivencia.

Crecimiento

En la tabla 4 se muestran los resultados zootécnicos de los diferentes tratamientos.
No se encontraron diferencias significativas entre las medias de los tratamientos. El

peso final después de 160 dias de cultivo varié de 14.7 a 15.7 g.

Tabla 4. Resultados finales (160 dias) de produccion en estanqueria rustica de L.

vannamei alimentado con diferentes dosis de FEEDADD.

Tratamiento  Peso Final Biomasa FCA Sobrevivencia

(9/kg) (9) (kg) (%)

Control (0) 15.3+0.6 733.3¥127.0 1.6+0.2 28.9+3.8

1 15.7+0.6 685.7+149.3 1.7+0.4 24.4+3.8
2 14.7+0.6 645.3+25.4 1.840.1 26.7+0.0
3 15.0+1.0 675.0+135.9 1.6+0.2 28.9+3.8

No se encontraron diferencia significativa entre las medias de los tratamientos

(p>0.05).

En la figura 12, se muestra la curva de crecimiento de L. vannamei durante 160 dias,
en estanqueria rastica. No se encontraron diferencias significativas entre las medias

de los tratamientos.
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Figura 12. Crecimiento de L. vannamei en estanqueria rustica alimentado con

diferentes dosis de FEDADD.



I11.2. Reto bacteriano de L. vannamei alimentado con diferentes dosis de FEDADD

en presencia de V. parahaemolyticus

En la figura 13, se muestra la mortalidad acumulada de L. vannamei infectado con V.
parahaemolyticus, se observa que a las tres horas post infeccion (PI) no se present6
mortalidad en ninguno de los tratamientos ni en el control no infectado, disparandose
la mortalidad a partir de las 12 horas PI, resultando en una mortalidad

significativamente mayor en los organismos previamente alimentados con 2 y 3 g/kg

de FEDADD.
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Figura 13. Mortalidad acumulada de L. vannamei alimentado con 1,2 y 3 gramos por
Kg de FEDADD infectados con V. parahaemolyticus, y un control positivo (0) sin

infectar.

En la gréfica se observa que a las tres horas post infeccion (Pl) no presentaron

mortalidad en ninguno de los tratamientos ni en el control no infectado, disparandose



la mortalidad a partir de las 12 horas PI, resultando en una mayor mortalidad a las 30

horas en los tratamientos 2 y 3.

La mortalidad acumulada se observa que no existieron diferencias significativas, entre
el tratamiento 1 y el control, y entre el tratamiento 2 y 3, observandose que el
tratamiento 1 resulto con menos mortalidad en comparacién de los tratamientos 2 y 3.
El tratamiento 3, donde se aplico la dosis mas alta (3 g de FEEDAD/Kg de alimento),
la mortalidad fue mayor, posiblemente por una sobredosificacion (Figura 10). El

tratamiento 1y el control presentaron menor mortalidad acumulada.

Lo anterior pudo deberse a un agotamiento en el sistema inmune debido a que los
camarones se inmunoestimularon demasiado tiempo y de manera continua (Campa et

al 2011).

Sajeevan et al. (2006) observaron un efecto parecido en la supervivencia, pero
relacionado con la frecuencia de aplicacion del tratamiento en Fenneropenaeus indicus
alimentado con una dieta suplementada con glucanos, donde el mejor tratamiento fue
al que se aliment6 cada 7 dias con dicha dieta, ellos obtuvieron una disminucion en la
supervivencia relacionada con la frecuencia de la dosis, es decir, si aumentaba o

disminuia.

Peraza-Gémez (2008) menciona que el aumento en el nimero de hemocitos pudo
haber sido inducido por componentes de la pared celular de la mezcla

inmunoestimulante (peptidoglucanos de las BAL y B—glucanos de la levadura).



Tabla 5. Conteo total de hemocitos en hemolinfa, proteina soluble y actividad de

enzimas antioxidantes del musculo de camardn infectado con V. parahaemolyticus

Tratamiento Conteo total de Proteina soluble

(9/kg) hemocitos (ng/mL)
(UFC/mLx106)

Control (0) 15.91+5.44 0.23+0.022

1 4.0+0.7° 0.23+0.012

2 4.6+0.8° 0.21+0.002

3 10.7+0.5%° 0.26x0.042

Conteo total de hemocitos (CTH)

Los resultados indican que el tratamiento 3 presenta diferencias significativas con
respecto al control y los tratamientos 1y 2, entre los tratamientos 1y 2 no presentaron

diferencias, pero si contra el control y el tratamiento 3.

El conteo total de hemocitos (CTH), incremento en relacion a la a dosis de producto
aplicado en la dieta, aunque esto no tuvo un efecto proporcional a la mortalidad

presentada entre los tratamientos durante el proceso de la infeccién.

Estos resultados son de alguna manera similares a los reportados por Campa et al
2011, donde después de aplicar una mezcla de inmunoestimulantes (Ml) a base de
bacterias acido lacticas y 1 levadura en tres tratamientos diferentes en diferentes
frecuencias (diario, cada 3 y 6 horas) contra dos controles (control | no infectado vy

control Il infectado con vibrio) encontré que los organismos alimentados diariamente



con la MI presentaron un mayor niumero de hemocitos con respecto a los alimentados

cada 3y 6 dias, sin embargo no mejoro la sobrevivencia.

Por el contrario, la Ml administrada cada 3 dias (Tratamiento IlI) mejord
significativamente la supervivencia de los camarones respecto al control I (organismos
alimentados con la dieta control e infectados) Por otro lado, en este trabajo la Ml
administrada diariamente incrementd significativamente los hemocitos respecto al

control II; sin embargo, no mejoroé la supervivencia.

Scholz et al. (1998), Cedefio et al. (1999) reportaron que una inmunoestimulacion
excesiva en P. vannamei coincidio con estimulacion de la actividad fenoloxidasa (PO)
y actividad antibacteriana, pero se acompafié no solo de pérdida de peso de los
animales, sino también de reduccion del nimero de hemocitos circulantes y de la
concentracion de proteinas plasmaticas. Todo esto en relacidbn con la dosis de

estimulante utilizada.

Un sistema inmune sobreexcitado en animales pobremente alimentados no se traduce

forzosamente en proteccion (Scholz et al. 1998, Cedefio et al. 1999



IV. Conclusiones

El uso del aditivo FEEDADD no presentd un efecto en el crecimiento, FCA ni

sobrevivencia del camaron cultivado en estanqueria rustica.

El aditivo FEEDADD a una dosis de 1kg/ton de alimento presentd un efecto positivo
en la supervivencia en camarones infectados con Vibrio parahaemolyticus, por lo cual
se puede recomendar su uso para el control de esta enfermedad bacteriana, bajo las

condiciones de este trabajo.



V. Recomendaciones

El uso de este protocolo debera de ser utilizado, acompafiado de un monitoreo del
estado de muda del camardn. Es necesario recomendar para futuros ensayos en
condiciones de cultivos comerciales mantener una supervision de tiempo completo

para asegurar en lo posible las variables sugeridas.
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